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Die Erfindung betrifft Ultrascrrall-Kontrastmrttel. bestehend aus Mikropartikeln. welche ein Gas und 
Polyaminodicart)onsaur©<o-imid-DerivatB errthaltBn. Verfahren zu ihrer Herstellung und deren Verwendung 
als Diagnostika und Therapeutika. 

Die Urtraschalldiagnostik hat in der Medizin wegen der komplikationslosen einfachen Handhabung sehr 
breite Anwendung gefunden. Ultraschallwellen werden an GrenzflSchen von unterschiedlichen Gewebearten 
reflektiert Die dabei entstehenden Echosignale werden elektronisch verstSrkt und sichtbar gemacht 

Die Darstellung von BlutgefSfien und inneren Organen mlttels Uttraschall ertaubt im allgemeinen nicht 
die Darsteilung des darin vorhandenen Blutflusses. ROssigkeiten. insbesondere Blut. liefem nur dann 
Ultraschallkontrast wenn Dichteunterschiede zur Umgebung bestehen. Als Kontrastmrttel werden in der 
medizinischen Urtraschalldiagnostik z.B. Gase enthaltende oder Gase produzierende Substanzen verwendet. 
da der Impedanzunterschied zwischen Gas und umgebendem Blut wesentlich groBer ist als der zwischen 
Russigkeiten Oder Festkorpern und Blut (Levine RA. J Am Coll Cardiol 3: 28. 1989; Machi U CU 11: 3. 
1983). 

In der Literatur sind mehrere Methoden zur Herstellung und Stabilisierung von Gasblasen bekannt In 
dem US-Patent 4,276,885 wird die Herstellung von GasblSschen mlt definierter Gr60e beschrieben. die mit 
einer vor dem ZusammenflieBen der Gasblasen schQtzenden GelatinehQIle umgeben sind. Die Aufbewah- 
rung der fertigen GasblSschen kann nur im eingefrorenen Zustand erfolgen, wobei die GasblSschen zur 
Verwendung wieder auf Kdrpertemperatur gebracht werden mQssen. 

Die EP-A2-0 123 235 und 0 122 624 beschreiben Gase enthaltende Ultraschall-Kontrastmittel. die aus 
Mischungen von grenztlSchenaktiven Substanzen mit einem Festetoff in einem flOssigen TrSger bestehen. 
Die Ultraschall-Kontrastmittel werden durch einen aufwendigen VermahlungsprozeB mit einer Urftstrahlmuh- 
le hergestellt Die so hergestellten Partikel haben nur eine geringe Nutzungsdauer. weil sie die eingeschtos- 
senen Gase schnell veriieren. ' 

Die EP-A2-0 224 934 beschreibt Ultraschall-Kontrastmittel in Form von gasgefOIHen Gelatine- Oder 
AlbuminhohlkSrpem. Nachteilig ist jedoch die Verwendung von korperfremden oder denaturierten kSrperei- 
genen Proteinen wegen des damit verbundenen allergenen Risikos. 

In der EP-A1-0 327 490 werden Mikropartikel beschrieben, die aus Amylosen Oder synthetischen. 
bioabbaubaren Polymeren und einem Gas undfoder einer nussSgkeH mit einem Siedepunkt von weniger als 
60* C. bestehen. Nachteile dieser Polymere sind deren Webrige Konsistenz in Wasser oder Blut. deren 
schlechte Bioabbaubarkett. deren GrfBgkeit oder das Entstehen von toxischen Abbauprodukten. 

Es wurde bereits vorgeschlagen (Deutsche Patentanmeldung P 40 02 736.8) PotyaminodicarbonsSure- 
co-imid-Derivate als bioabbaubare Depotzubereitungen von Arzneimitteln mit kontrollierter Wirtetoffabgabe 
einzusetzen. 

Aufgabs der vorlfegenden Erfindung war es UttraschaJI-Kontrastmittel auf der Basis von Mikropartikeln 
zu entwickem. die einen deutlichen Kontrast zum umgebenden Gewebe liefern. die so Wein und stabil and. 
dafi sie ohne wesentjichen Gasvertust und im wesentitehen quantitaflv die links HerzhSHte nach intravendser 
Applikatkm erreichen. gute VertrSglickeit ohne allergenes Potential besitzen. nicht in Wasser oder Blut 
miteinander verklumpen und sich schnell und eirrfach herstellen lassen. 

Es wurden Mikropartikel aus PolyaminodicartonsSure-co-imid-Derivaten (Polydicarbonsaure-co-AHADS- 
Derivate) hergestellt die sich Oberraschenderweise hervorragend els Ultraschall-Kontrastmittel eignen. 
Durch Bnbau ungeSffneter Imidringe (AHADS-Ringe) ist insbesondere die Suspendierbarkert der hergestell- 
ten Mikropartikel im Wasser hervorragend. Die Mikropartikel haben in wasserhaitigen ROssigkeiten kerne 
klebrige. schmierlge Konsistenz und lagern sich kaum zusammen. Die Polymere bilden eine pharniakolo- 
gisch inerte Matrix, in die das Gas eingeschlossen ist In vivo werden diese Polymere zu untoxischen. nicnt 
allergenen und nicht immunogenen Verbindungen metabolisiert und ausgeschieden. In Tierexperimenten 
konnte gezeigt werden. daB die Mikropartikel die Lunge im wesentBchen ohne signrfikanten Gasvertust 
passieren und In beiden HerzhSlften zu einem gleich intensiven Uttraschallkontrast fOhren. Die dab« 
aufgezeichneten Echokardiogramme zeigen keineriei Wandbewegungssteningen. wShrend und bis zu 60 
mm nach der Applikation des Kontrastmittels. Femer konnten sich keineriei VerSnderungen m einem 
sech'skanaligen EKG, sowie in der mittels Tip Manometer ermittelten KontraktintSt festgesteltt werden. 

Die erfindungsgemSBen Ultraschall-Kontrastmittel bewirken einen verbesserten EchogenitStsanstieg in 
Myokard und erlauben eine verbesserte Endokarddarstellung. Femer kSnnen beispielswiese folgende 

Parameter faesser beurteilt werden: _ 
KammergroBe. WandbewegungsstSrungen. Schlagvolumen. Ejektionsfraktion oder intrakavitare Massen. Z. 
M B Thromben oder Tumore. Femer ermSglichen die erfindungsgemSBen Unraschall-Kontrastmittel die 
Evaluierung von RieBmustem bei Klappeninsuffizienzen. der Bnken und der rechten Herzharfte. intrakardiaJen 
Shunts, sowie die verbesserte Darstellung der groflen GefSfie bei kongentalen Miflbildungen. Es wurde 
auch eine massive VerstSrkung des Dopplersignals beobacrrtet 
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Die Erfindung betrifft somH UitraschalhKontrastmittel. bestehend aus Mikropartikeln, welche ein Gas und 
ein PolyaminodicarbonsSureKXHmid-Derivat der Formal I, 



10 



H 2 N 




o 



o 



.COOH 



<CH 2 >n 

— COOH 



CI) 



75 



20 



25 



SO 



40 



60 



55 



in der 

n 1 oder 2 

x 1 bis 500 

y 1 bis 500 ist, wobei 

x + y 2 bis 1000 ist und. 

r O-R 1 oder NH-R 2 bedeutet worin 

R 2 H, (CH 2 ) m -OR\ (CHzWOCtOhR 1 oder (CH2>m-O-C(0)-0R 1 bedeutet und 

m 2 bis 6 ist und. 

Ri H, Aryl, Aralkyl, Arylalkenyi, Alkyl oder Ca-Cs-Cycloalkyl oder ein biologisch tnaktiver Steroi- 

dalkohol oder eine Aminosaure bedeutet, wobei Aryl unsubstituiert ist oder substituiert ist mit 
Ci-d-AIkyl, fe-Ct-Altenyl, Ci-C*-Alkylcarbonyloxy f Ci-C*-A!koxycarbonyl, Ci-C*-A!koxy oder 
Hydroxy 

wobei die ffUr R 1 genannten Alkyireste 1 - 22 C-Atome und die Aikenylreste 2 - 22 C-Atome 
aufweisen, 

die nicht unterbrochen Oder durch eine Carbonyloxy- oder Oxycarbonylgruppe unterbrochen 
sind. wobei die in eckige Wammem gesetzten Wiederholungseinheiten statistisch und/oder in 
Blocken im Polymeren verteffl sind und wobei sowohl die mtt x ais auch die mit y gekenn- 
zeichrieten Wiederholungseinheiten identisch oder unterschiediich sind und wobei die Amino- 
sSuren cr- und/oder 0-verknupft sind, errthalten. 
Unter Aryl werden aromatische Kohlenwasserstoffe verstanden wie Phenyl und Napht hyl, insb esondere 
Phenyl. Bei den angegebenen substituierten Arylresten sind 1 bis alle ersetzbaren Wasserstoffatome durch 
identische oder unterschiedliche Substituenten ersetzt Bevorzugt sind die Arylreste mono- oder disubstitu- 

iert ■ 

Die genannten. Alkyl- und Aikenylreste konnen sowohl geradkettig als auch verzweigt sein. 

Die biologisch inaktiven Steroidalkohole sind bevorzugt Ober ihre OH-Gruppe gebunden. Bn bevorzugter 

Steroidalkohol ist Cholesterol. t _ 

Bei den fOr R 1 genannten AminosSuren handelt es sich bevorzugt urn natOrlich vorkommende Aminosiuren 

wie Tyr, Ala. Ser oder Cys, besonders bevorzugt urn Tyr und Ala. Sie k5nnen sowohl Ober ihre NH2- als 

auch Ober Ihre COOH-Funktion gebunden sein. 

Die Erfindung betrifft auch Verfahren ziir Herstellung von Gas enthaltenden Mikropartikeln, die aus den 
obengenannten Polymeren bestehen oder diese enthatten und deren Verwendung auch in Abmischung mit 
anderen, biovertrSgllchen und/oder bioabbaubaren Polymeren oder physiologisch unbedenWIchen Hilfsstof- 
fen, fQr diagnostische oder therapeutische Verfahren. 

Bn weiterer Gegenstand der Erfindung sind DiagnosBka oder Therapeutika, bestehend aus mindestens 
einem der obengenannten Kontrastmfflel. . . 

Femer betrifft die Erfindung auch Verfahren zur Herstellung von Diagnostika oder "TOerapeutika, die 
dadurch gekennzeichnet sind, dafl man die obengenannten Ultraschall-Kontrastmittel mH einem phytfologi- 
schen Trfiger und gegebenenfalls weiteren Zusatz- und/oder Hilfsstoffen in eine geeignete Darreichungs- 
fonm bringt 

Im folgenden wird die Erfindung detailliert beschrieben. 

Als AminodicarbonsSuren werden AsparaginsSiire und/odet GlutaminsSure eingesetzt, die in einer 
Polykondensationsreaktion zu den entsprechenden Polyimiden (PolyanhydroaminodicarbonsSuren, Fbrmel 
II) reagieren. Durch partielle Umsetzung mit einer oder mehreren Verbindungen der Formeln 111 und/oder IV 
und/oder NH 3 
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H 2 NHCH 2 )m-OH (IV), 

worin m und R 1 wie oben zu Formel I defmiert sind. erhalt man einen a ( i3rPoly-D t L-AmirK«aureester-ccMmid 
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Wesentlich bei dieser Umsetzung ist da0 die Polyanhydroaminodicarbonsaure (II) nur teilweise in die 
25 offenkettigen Derivate GberfOhrt wird. Der Antell an ungefiffneten Anhydroaminodicarbonsaure-Bnheiten 
betragt 0,1 bis 99,9 %. bevorzugt 10 bis 90 %, (die Prozentangaben beziehen sich auf die Gesamtzahi der 
Wiederholungseinheiten im <3esamtpolymeren). In Abhangigkeit davon, nach welcher Seite der Imidring bei 
der oben beschriebenen Reaktion geoffnet wird, erhalt man a- bzw. /9-verknQpfte AminosSuren. Bevorzugt 
eingesetzte Verbindungen der Formeln ill und IV sind: 2-Aminoethanol, 3-Aminopropanol, 2-Aminopropanoi, 
so Alkohote mit 1 - 18 OAtomen, insbesondere Methanol. Ethanol Jsoamylalkorwl urKi Isopropylalkohol. 

Bn Verfahren zur Hersteilung von a,i5-Poly-(2-hydroxyethyl)-DL-Aspartimid (PHEA) (Formel I; y ■ Os R 
= NH-CH2-CH2-OH) wird von P. Neri, G. Antoni, F. Benvenuti, F. Cocola, G. Gazzei. in J. Med. Chem. Bd. 
16. 893 (1973) beschrieben. Bne allgemeine Arbeitsvprschritt zur Hersteilung von PHEA findet sich in P. 
Neri, G. Antoni, Macromol. Synth. Bd. 8, 25. Auf diese Uteraturstelle wird an dieser Stefle ausdrOcWich 
35 Bezug genommen: Die Umsetzung erfolgt in hoher Ausbeute zu einem Produkt mit hohem Reinhehsgrad. In 
gleicher Weise lassen sich, durch unterstochiometrischen Bnsatz von NH 3 und/oder Verbindungen der 
Formeln 111 und/oder IV, die analogen Poly-asparagins§urederivat^co-succinimid-Verbindungen der Formel 
VIII (n : « 1)herste«en. 

Zur Hersteilung von reinem Poly«Khydroxyalkyl)-L-glutamin mufl ein anderes, umst5ndlicheres Verfahren 

40 angewendet werden. wie es in der US-PS 4 356 166 beschrieben 1st Dabei wird ztmSchst die -y-standige 
COOH-Gruppe der L-Glutaminsaure durch Veresterung mit Benzylalkohol geschOtzt AnschlieBend wird 
dieses 7-Benzyl-Glutarriat mit Phosgen zu einem N-Carboxyanhydrid umgesetzt welches dann nach 
Zugabe von Triethylamin in einem inerten LBsungsmittel polymerisiert wobel man Poly-r(benzyl)-L- 
glutamat erbfilt Die Abspaltung der Schutzgruppe erfolgt entweder durch Zugabe von einem HCI/HBr- 

45 Gemisch zur freien Poly-a-L-Glutamins§ure Oder aber in Gegenwart von Hydroxyalkylaminen zu den 
analogen Poly-o-(hydroxyaIkyl)-L-glutaminen. Bne allgemeine Arbeitsvorschrift zur Hersteilung von Poly-a- 
(hydroxypropylK-glutamin findet sich in der US-PS 4 356 166, auf die an dieser Stelle ausdrOcWich Bezug 
genommen wird. In gleicher Weise lassen sich auch durch Bnsatz von NH 3 und/oder Verbindungen der 
Formeln 111 und/bder IV die analogen Verbindungen der Formel VIII (n ■ 2) herstellen. 

50 GegenOber der aufwendigen Darstellung von reiner PoiyglutaminsSure und deren Derivate kann man 
Glutaminsaure bis zu hohen Anteilen bei der einfachen Kondensation von Asparaginsaure mittels Phosphor- 
saure zu Polyanhydroasparaginsaure-co-glutaminsSure mit einbauen. 

Die Polyaminos§ureamid-co-imide der Formel VIII (R' = HN-(CH2)m-OH) kSnnen nun. sofem erforder- 
lich, im folgenden Reaktionsschritt mit einer oder mehreren verschiedenen, biologisch inakbven Verbindun- 

55 gen der Formei V und/oder VI und/oder VII 
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x-r! (V) x-c-Ri (vi) x-c- 0111 < VII > 

8 0 

zu weiteren PolyaminodicarbonsSur^co-AHADS-Derivaten umgesetzt. werden. Hierbeij stent X fQr eine 
Abgangsgruppe. die eine schonende Veresterung der Polymer-Alkoholgruppe ermoglicht Bevorzugt sind . 

Chlor. Brom, Jod. Imidazolide, Anhydride Oder Hydroxy!, insbesondere Chlor. 

Die Umsetzung mit den Verbindungen des Formeltyps V. VI Oder VII kann sowohl mtt einer emzigen 
solchen Verbindung erfolgen als auch mtt beliebigen Kombinalionen dieser Verbindungen oderauch mrt 
Verbindungen. die unterschiedliche. z.B. in der Art ihrer Verzweigung. insbesondere in ihrer KettenlSnge 
verschiedene Reste R 1 haben. • . 

Die letztgenannte polymeranaloge Alkylierung bzw. Acylierung wird nach tekannten Verfahren der 
organischen Chemie durchgefOhrt. Sie veriauft selektiv an der Hydroxylfunktion (Formel VI". R - HN- 
(CH,) m -OH) zu Ethem. Estem bzw. Carbonaten, ohne wettere Funktionen am Ausgangspolymeren anzugrei- 
fen Besonders eignet sich die Bnhom-Variante der Schotten-Baumann-AcyBerung in Gegenwart von 
Pyridin. Dabei werden urrter schonenden Bedingungen sehr hone Derivafisierungsgrade (grofler 70 *) 

* Das Molekulargewicht der Polymeren betragt 200 bis 100.000, bevorzugt 3.000 bis 70.000. 

Verbindungen des Formeltyps V sind kauflich oder. sofem nicht. auf einfache We.se nach Irteraturbe- 

kanrrten Verfahren zu syrrthetisieren. . • 

Die Chlorameisensaureester (Formel VII) erhitt man durch Umsetzung von Phosgen mtt den entspre- 
chenden biologisch inaktiven. physiologisch unbedenklichen. aromatischen. araliphatschen. ^'Ph^en 
oder cycloaliphatischen. insbesondere unverzweigten Alkoholen. Besonders bevorzugt werden sotche Alto- 
hole eingesetzt. die eine geradzahlige Kohlenstoffatomanzahl airfweisen. Auf diese We.se ertett man auch 
die chlorformylierten Steroide. Prinzipiell sind somit alle biologisch inaktiven Sterottte^g&ngl.c^ dte 
reaktive Hydroxylgruppen aufweisen. Beispielsweise seien hier genannt Cholesterol. Cholestanol, Coprosta- 

nol. Ergosterol. Sitosterol oder Stigmasterol. • 

Die ebenfalls einsetzbaren SSurechloride (Formel VI) erhSIt man beispielswe.se aus der. enteprechen- 
den Carbonsauren durch Umsetzung mtt Phosphortrichlorid. Phosphotpentachlond. Oxalylchlond Oder 

^^eSndungen des Formeltyps V. VI oder VII. in denen eine Alkylkette durch eine O^bonyl- oder 
Carbonyloxy-Gruppe unterbrochen ist, werden beispielsweise durch Umsetzung von c ^ l,sche "f ), ^° n - 
e saureanhydriden mit Alkoholen hergestellt Die auf diese Weise erhaltenen Dicarbor^u^onoeste^^ 
dann analog zu den oben beschriebenen Carbonsauren. z.B. mtt Oxalylchlond zu den entsprechenden 

SS ^v^ates^rfahren zur Herstellung der UltraschalHtontrastmrttel besteht dann, ein oder mehrere 
der Polyaminodicarbonsfiure^o-imid-Derivate der Formel I in einem LSsungsmittel oder LSsungsmrttelge- 

w misch mtt hohem Schmelzpunkt zu losen oder diese Derivate mtt einem oder mehreren weiter^ Polymeren 
und/oder physiologisch unbedenklichen Hilfsstoffen zu mischen und in einem Wsungsmfttel Oder tfsungs- 
mittelgemisch mtt hohem Schmelzpunkt zu ISsen und in ein ^"^^^.f 8 ^^^ 
Stickstoff. zu vertropfen. Durch das Leidenfrostsche Phanonien entstehen ^f^^^ 1 ^^ 
Losungsmtttel sind beispielsweise Alkohole. DimethyHormamid. Dimethylsulfoxid. Tetrahydrofuran. Metny- 

45 lenchlorid. Dioxan. Acetonttril oder Mischungen mit Alkoholen einsetzbar. Dashochschmelzende und mrt 
Wasser mischbare LSsungsmfttel wird z. B. dun* OberfOhrung der Mitoopartitel In Wasser herausgelSst 
und das Polymere dabei ausgefallt, wobei die Kugelgestelt der Mlkropartikel erhalten blelbt 

Besftzt das verwendete organische LSsungsmittel neben einem hohen Schmelzpunkt zugleicn emen 
niedrigen Stedepunkt. so ISflt sich dieses Vertropfungsverfahren wetter vereinfachen. indem das LSsungs- 

so mittel, z.B. tert Butanol, direkt mtttels Gefriertrocknung schonend errtfemt werden kann. 

Bn weiteres Verfahren zur Herstellung der Ultraschall-Kontrastrnittel besteht darin. ein oder mehrere der 
Poiyaminc)dicsrbons§ure<o-imid-Derivate der Formel I in einem Losungsmtttel oder Wsungsmrttelgern.sch 
aufzulSsen und gegebenenfalte nach Zusatz eines wetteren L6sungsm.ttel und/oder eines oder mehreren 
wetteren Polymeren auszufSllen oder in Wasser zu dispergieren. Als weitere Pdymere «gnen sidh 

55 beispielsweise Polyvinylaikohol fMowiol 2H>9) oder Polyoxyethylenpo lyoxypropyten f Pkjronic F 127). Ate 
weteres LBsungsrntttel kBnnen z. B. Ether verwendet werden. Mlkropartikel mtt einem^rc^s^ 05 
ZiTum erhMIt man durch stances ROhren r B. mit einem Mixer (25000 UPM). Anscnl«fiend werden d* 
LSsungsmittel z. B. durch lyophilisieren entfemt 
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Ein besonders vorteilhaftes Verfahren besteht darin, die Mikropartikel durch Sprurrtrocknung zu gewin- 
nen. Dazu werden ein Oder mehrere Polyaminodicarbonsaure-co-irnid-Derivate der Formel I gelost Oder 
diese Derivate werden mit einem oder mehreren weiteren Polymeren und/oder physiologisch unbedenkh- 
chen Hilfsstoffen gemischt und in L6sung gebracht Als Losungsmittel oder USsungsmfttelgemische eignen 
5 sich beispielsweise Alkohol. DimethyHormamid, Dimethylsuifwdd. Tetrahydrofuran,. Methytenchlond. Dioxan 
Oder Acetonitril. Anschliefiend wird die LBsung in einem SprQhtrockner zu Mikropartikeln versprOht 

Bei dem beschriebenen Verfahren konnen die Polymere der Formel I allein oder auch als Gemisch 
verschiedener Polymere der Formel I verwendet werden. Diese Polymere konnen auch in Mischungen mrt 
anderen bioabbaubaren und/oder biovertraglichen Polymeren (z. B. "Piuronic F68. PHEA. Dextrane. Poly- 
to ethylenglykole. Hydroxyethylstarke und andere abbaubare oder ausscheidbare Polysaccharide) oder phy- 
siologisch unbedenklichen Hilfsstoffen ( z. B. Polymerweichmacher) eingesetzt werden. 

Die Mikropartikel enthalten Gas beispielsweise Luft, Stickstoff. Edelgase wie Helium. Neon. Argon oder 
Krypton, Wasserstoff. Kohlendioxid, Sauerstoff. Oder deren Gemische. Die Mikropartikel werden mit einem 
Gas beladen. indem beispielsweise die Mikropartikel nach der Lyophilisierung in einer entsprechenden 
)5 Gasatmosphare gelagert oder bei der SprOhtrocknung direkt bei der Herstelluhg in einer entsprechenden 
Gasatmosphare gewonnen werden. 

Die erfindungsgemaflen Ultraschall-Kontrastmittel werden vor Applikation dutch Zusatz von einem oder 
mehreren physiologisch annehmbaren Tr§gem und gegebenenfalls werteren Zusatz- und/oder Hilfsstoffen in 
sine geeignete diagnostische oder therapeutische Darreichungsform uberfuhrt. Die Ultraschall-Kontrastmittel 
20 werden beispielsweise vor Applikation durch Zusatz von Wasser und Mischen suspendiert 

Durch Zugabe osmoBsch akSver Substanzen, beispielsweise Kochsalz, Galaktose, Glukose. Fruktose. 
kann die physiologische Isotonie der Partikelsuspens'ion hergestelit werden. 

Bei den beschriebenen Verfahren zur Herstellung der erfindungsgemiflen Ultraschall-Kontrastmrttel 
kann man PartikelgrOflen erreichen bei denen 80% der Partikel zwischen 0.1 urn und 15 tun tegen. Mit 
29 dem SprOhtrocknungsverfahren konnen Partikelgrdflenverteilungen erreicht werden. bei denen 90 % der 
Partikel kleiner als 3 urn sind. GrSflere Teilchen werden durch Aussieben, beispielsweise mit einem 15 urn 
Siebgewebe und/oder 3 am Siebgewebe entfemt Bei der Verwendung dieser Mikropartikel als Ultraschall- 
Kontrastmittel zur Diagnose von Herz-Kreislauf-Erkrankungen haben sich Partikelgroflen von 0.1 urn bis 7 
um bewlhrt, vorteilhaft werden PartikelgrSflen von 0.1 am bis 3 urn eingesetzt Die Urtraschall-Kontrastmrt- 
so tel werden beispielsweise in die Blutbahn injiziert. Je Irijektion werden 0.1 mg bis 1000 mg der Mikroparti- 
kel, bevorzugt 1 mg bis 100 mg. eingesetzt . 

Die im voretehenden beschriebenen Ultraschall-Kontrastmittel konnen sowohl fur diagnostische als auch 
therapeutische Verfahren verwendet werden. Die Verwendung der erfindungsgemaflen Ultraschall-Kontrast- 
mittel ist nicht nur auf die Sichtbarmachung des Blutstroms im rechtsventrikuliren Teii des Blutkreislaufes 
35 nach ven5ser Applikation beschrankt. Die Uttraschall-Kontrastmrttel konnen mit ausgezeichnetem Erfolg fQr 
die Untersuchung der linken Herzserte und des Myocards verwendet werden. Femer ist es auch mOglicn 
andere vom Blut versorgte Organe wie Leber, MHz. Niere oder Gehim mit diesen Kontrastmitteln sichtbar zu 

m8? Dte erfindungsgemaflen Ultraschall-Korrtrastmittel eignen sich aber auch zun Sichtbarmachen von 
40 HohlrSumen in Menschen. Tieren oder Pftanzen. beispielsweise Hamblase. Hamleiter. Gebarmutter oder 
Vagina. 

In den folgenden Beispielen wird die Erfindung im einzelnen beschrieben. Prozentangaben beziehen 
sich auf das Gewicht, sofem nicht andere angegeben. 

45 BelspleM 

Herstellung von Polysucdnimid-co^,MhydrQxy^e1hylhD.^ (7050) 

10 g (103 mmol) PolyanhydroasparaginsSure werden in etwa 40 ml N,N-Dimethylfbrmamid (DMF) 
so gegebenenfalls unter vorsichtigen ErwSrmen geldsL Zu dieser Losung werden 133 g (30 mmol) frisch 
destilliertes 2-Aminoethanol zugetropft und bei Raumtemperatur Qber Macht gerOhrt Der Reaktionsansatz 
wird in Butanol gefalK und mit getrocknetem Aceton mehrfach gewaschen. Die Trocknung erfolpt im 
Vakuum bet erhShter Temperatur. Das weifle, wasserlSsIiche Produkt entsteht zu annShemd 100 % und 
wird NMR-spektroskopisch auf RQckst§nde von DMF und Butanol geprttft Das eingesetzte molare VerhSIt- 
55 nis von PolyanhydroasparaginsSure zu Aminoethanol entspricht etwa der Copolymerenzusammensetzuhg. 

Belsptel2 
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Herstellung von 4-Chlor-4-oxobuttersaure-n-butylester 

Bernsteinsauremonobutylester wird m!t Oberschussigem Thionylchlorid und I einem Tropfen DMF ver- 
setzTSe Reaktion erfolgt unter Gasentwicklung. Man laflt den Ansatz Ober Nacht unter Feuchtgkerteaus- 
Sfl rfhren und desLrt anschiieBend das QberschOssige 7Wony.ch.orid be. NormaWrudc ab. Das 
Sckbleibende Rohprodukt wW bei 0,05 mbar fraktioniert desflliert •^"fP^r* *® 
gewonnen. Bei der IR-spektroskopischen Charakterisierung weist das Produkt Banden be. 1800 cm"* 
(Saurechlorid) und 1740 cm -1 (Ester) von gleicher Intensitat.auf. 

Belspiel3 

Herstellung von Polysucdnimid^./Hbutyloxy^ (70:30) 

6 g Poiysucdnimio^./Wyo^^ (= 16 mmol HydruyetW gruppen). darg*- 

stem wie in Beispiel 1 beschrieben. werden in 100 ml trookenem N.^D.m * 
Nach Zugabe von 4 g (50 mmol) Pyridin wird auf 0* C gekOhlt und unter RUhren.nnerhaJb 15 ^Mmuten Afig 
% mmol) 4^lor-4^x 0 buttersaure^-buty.ester(siehe Bsp. 2) zugegeben. Der Ansate ™«^r"a* 
Lrohrt und in 0.5 I Ether gefallt Das ausgefallene Produkt wird abgesaugt ntt Ether, i toeton. Wa^er, 
Aceton und Ether gewascnen. Man erhStt etwa 8 g eines weiflen Polymeren mrt e.nem ^btMtons^ 
von annihemd 100 % (NMR-spektroskopisch OberprOfbar). Das entstandene Polymer ist z. B. in Acetonitnl 
mil einer Spur DimethylsuHoxid (DMSO). in DMSO oder DMF loslich. 

Beispiel 4 

as Herstellung von Polysucdnimld<^.Mnonyk»rbonylw 

6 g eines PolysuccinimicHx^;^(hydroxye1hyl)-D.L-as P artamids (50S0) (■*■ 24 mmol H^roxyetinylgrup- 
nen) das analog Beispiel 1 aus PolyanhydroasparaginsSure (MG. = 14000) und a-^noemanoljmdares 
Emm. 2:1) hergestellt wurde. werden in 100 ml trockenem DMF gelost, mtt 8 g (IQOjnmoO »octan«n 
M p!ri din versetet und auf 0*C gekuhit Es werden langsam 9.6 g. destilliertes Decansaure^tond z^efropft 
S^STmpM 3 weitergearbeitet Man erhatt etwa 8 g eines weiBen. «MMg M^M. 
Potn^era (NMR^ontrolle). das z. B. in Dichlormethan und THF mit jeweils einer Spur DMSO oder .n 
Methanol/Dichlormethan-Gemischen loslich ist 

35 Beispiel 5 

Herstellung von Potysucdnimid^.^nonylcar^ verschiedener Copolymeren- 

zusammensetzung und urrterschiedlichen Moiekulargewichtes 

Analog Beispiel 1 warden verschiedene Polysucdnimid^^ 
Zusammensetzung 70:30, 5050 und 30:70 aus Polyanhydroaspamginsfiuren 8 u "^^ h ^ |n Mo f ^^ 
wSrtes (MG = 7000: ca 13000; 30000) hergestellt und mlt DecansSurechlond wie in Bdspiel 4 
^eben zu den enWrechenden Polysucdnimid^^ um- 

g6 ? Zt Polysucdnimid^^ V°*0) Polyanhydroasparagitv 

sSure (MG = 7000); charakterisiert dutch NMR . ^ . 

b) - Polysucdnimid^^ (70:30) aus Polyanhydroasparagirv 

saure (MG = 14000); charakterisiert durch NMR . ^ 

7) . PolysuccinimW^ aus Polyanhydroasparagin- 

sfiure (MG = 30000); charakterisiert durch NMR 

J Polysu^ (30:70) aus Polyanhydroasparagin. 

saure (MG = 12000); charakterisiert durch NMR 

Beispiel 6 

Herstellung von Pblysucdnimid<»^ 

6 g Polysuccinimk**>^.^yd < A 16 mm * Hydroxyethylgruppen). 
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dargestelR wie in Beispiel 1 beschrieben aus Polyanhydroasparaginsaure (MG ■ 37000) und Aminoethanol. 
warden analog Beispiel 3 mit 4,8 g (25 mmol) Octylchtoroformiat umgesetzt sowie entsprechend aufgearbei- 
tel Man erhalt etwa 8 g eines weiBen. vollstandig substituierten Polymers, das in THF Oder Methanol/ 
Dichtarmethan-Qemischen Ipslich ist 

Beispiel 7 

Herstellung von Polysucdnimid-co^.jMnonylcart^ 
(602020) 

6 g Polysucdnimid-cc^./HhydroxyethylhOX-aspartamid (60:40) (•* 20 mmol Hydroxyethylgruppen), 
das analog Beispiel 1 aus Polyanhydroasparaginsaure und 2-Aminoethanol (molares VerhSltnis 6:4) herge- 
steltt wurde, werden analog Beispiel 3 mit 2.3 g Decansaurechlorid (*■ 12 mmol) zur Reaktion gebracht Auf 
Gmnd des unvollsfindigen Umsatzes (verhaKnismaflig geringer Oberschufl an saurechlond) werden die 
freien OH-Gruppen nur zur HaRte verestert Es entstehen etwa 7 g eines weiBen Polymeren. Mikropartikel 
dieser Substanz zeigen eine teste Konsistenz in Wasser und sind gut suspendierbar. 



Beispiel 8 

20 Herstellung von Polysucdnimid-<^.^(oteylHjxyeftyI)^.L^partamid (1030) 

6 g Polysucdnimid-co^.P-(hydroxyethyl)-D.L-aspartamid (10*0) (-■ 40 mmol Hydroxyethylgruppen), 
dargestelR analog Beispiel 1 mit einem molaren Verhaltnis von Polyanhydroasparaginsaure zu 2-Aminoetha- 
nol wie 1ft werden mit 20 g destilliertem OlsSurechlorid analog Beispiel 3 umgesetzt Die heterogene 
25 ReakBonsmischung wird durch Zugabe von Dichlormethan homogen. Es wird zweifach in Methanol, das auf 
-20* C gekOhR ist gefSIR. Das gelblich gefirbte Polymer Is* thernioplastisch. 

Beispiel 9 

so a) Herstellung von Mikropartikeln 

40 mg Potysucdnimid<»^./Hnonylcarbonyloxy^thyl)^.L-aspartamid (50:50) aus Beispiel 4 werden in 
1 ml MethyiehchlorioTMethanol (Volumenanteil 50/1) gelost Die Losung wird unter ROhren (800 Upm) in em 
Bechergias mit 60 ml 0.1 Gew.-%iger. waBriger Polyvinylalkohol-tfisung CMowiol 28-99) eingebracht die 
36 mit 0.3 ml Methylenchlorid/Methanol (50/1) gesSttigt ist GteichzeWg wird die Lfisung mit einem Mixer 
(25000 UPM) fein dispergiert 

Nach 5 Minuten wird der Inhalt in ein Bechergias mit 200 ml Wasser gegeben und 30 Minuten gerOnrt 
(2oo Upm). Das Oberstehende Wasser wird abdekantiert und die Mikropartikel werden lyophilisiert 
(Durchmesser nach Lyophilisation: 0,5 bis 15 tun). 



50 



1 10 

Herstellung von Mikropartikeln 

80 mg Polysucdnimid^./Hoctylc^ (70:30) aus Beispiel 6 werden bei 

50* C in 1 ml Dimethylsulfoxid gelost und mit 20 mg Hydroxypropylcellulose fKlucel M.) versetzt Die 
USsung der beiden Polymeren wird mit einer KanOle (Enwegspritze. KanOlendurchmesser auflen 0.6 mm) in 
eine Vorlage von flussigem Stickstoff (100 ml) eingetropft _ 

Die entstandenen Mikropartikel werden in 200 ml Wasser OberfOhrt und 2 Stunden von restfichem 
Losungsmrttel extrahiert OberschOssiges Wasser wind abdekantiert und die Mikropartikel werden lyophih- 
siert (Durchmesser nach Lyophilisafion: 1-2 urn). 



Beispiel 11 

65 Herstellung von Mikropartikeln 



Je 4 g von Polysuaanimid<o^./Hoctyloxy«^ (A) (Beispiel 6) und 

Polysucdnimid-co-«./Hnonyl<^nyloxyeW^ (B) (Beispiel 5 d) werden in den in Tabelle 1 
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angegebenen LSsungsmrtteln zu 2 % gelost AnschlieBend werden die Polymer© in einem SprUhtrockner 
(Mini Spray Dryer BQchi 190, Firma BQchi, W-Germany) zu Mikropartikeln verspriiht 



Tabelle 1: 



Subetanzj Lo8ungeml'ttel|. 


Partikelgr6Be- 
10%kl«in«r 50%Jcl«i»«r 90%kl»iner 


A 


| THF | 


1,6 im 


3,6 pm 


6,7 p» 




| CH2CI2 I 


2,4 »im 


3,6 ym 


6,7 »im 


B 


| CH2CI2/ | 
| Methanol | 
| 3,6:1 (Vol.) | 


1,3 »im 


1,9 


3,0 fim 


B 


| CH2CI2/ 
| Methanol 
| 2:3 (Vol.) 


1, 2 \m 


1,8 m» 


2,6 tm 


B * 


| THF /Methanol 
1 3,6:1 (Vol.) 


| 1,3 \m 


1,9 M» 


2,7 M» 



ro 



is 



25 



SO 



Die GroBenverteifcmg der Mikropartikeln 1st in einem Cilas-Granulometer 715 bestimmt worden. 

Jewells 30 mg Portionen der oben hergestellten Mlkropartikel werden in 1.5 ml Suspensionshilfsmrttel 
disoeraiert. Die Suspensionshilfsmrttel bestehen aus 150 mg Dextran 40 (Rrma Roth. W.-Germany), 7,5 mg 
PoKsorbat und 13.5 mg NaCI in 1.5 ml destilliertem Wasser. Die Suspension werden mtt Siebgeweben 
«, (15 Wt, und 3 urn Maschenwette) filtriert und anschlieBend lyophilislert Vor der Appnkabon werden die 
Mikropartikel mtt Wasser suspendiert 

Beisplel 12 

45 Echokardiographische Untersuchung am Hund 

SO mg Mlkropartikel (hergestellt nach Beisptel 11. Substanz B, CHaCfe/Methanol 23 (VoL)) Werden In 
1 5 ml destilliertem Wasser mtt HiHe eines Glasstabes resuspendlert Mtt einer Injektionssprftze wird diese 
Suspension in eine periphere Vene injiziert. Bn Uttraschallkopf eines UttraschallgerStes (Toshiba^ FSH 160* 

so Jaoan) wird an den Thorax des Versuchstieres gehaften. sodaBein typischer Querschnrtt durch das rechte 
undlinke Herz erhaften wird. Sobald das Ultraschali-Korrtrastmrttel die rechte HerzhSrfte errercht term man 
auf dem Monitor des UttraschallgerStes erkennen. wie das durch das Kontrastmlttel martaerte Blut den 
rechten Vorhof erreicht dann den rechten Ventrikel und anschlieBend das Herz Ober die Putarronalartene 
wieder verlaflt Nach der Lungenpassage wird die linke HerzhSrfte durch das Kontrastmittel erkennbar. Der 

55 Uttraschallkontrast vor und nach der Lungenpassage ist von gleicher IrrtensttSt. so daB man rvon emem im 
wesemDchen vollstSridigen Verbleib der Luft in den Polymeren sowie im wesentiichen vertustfreien Trans- 
port der Mikropartikel zur linken Herznalfte ausgehen kann. 
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Patentansprfiche 



1. Uhraschall-Kontrastmittel, bestehend aus Mikropartikeln. welche ein Gas 
PolyaminodicarbonsSure-co-tmid-Derivat der Forme! I, 



und ein 



0 




0 








(CH 2 ) n 












X 


0 



^COOH 

<CH 2 >n 

— COOH 



<I> 



in der 
n 
x 

y 

x + 
R 
R 2 
m 
R 1 



1 Oder 2 
1 bis 500 

1 bis 500 ist. wobei 

2 bis 1000 ist und 
O-R 1 Oder NH-R 2 bedeutet worin 

H, (CHsJm-OR 1 . (CH2)m"0-C(0)-R 1 Oder (CH2> m "0-C(0)-OR 1 bedeutet und 
2 bis 6 ist und 

H. Aryl, Aralkyl. Arylalkenyl. AlkyI Oder Ca-Cs-Cycloalkyl oder ein biologisch maktiver 
Steroidalkohol oder eine Aminosaure bedeutet. wobei Aryl unsubstituiert ist oder substitu- 
iert ist mit C,-C*-Alkyl, C2-C*-Alkenyl, Ci-C*-AIkyicarbonyioxy. Ci -C*-Alkoxycarbonyl. Ci- 
C*-AIkoxy oder Hydroxy 

wobei die fQr R 1 genannten Alkylreste 1 - 22 C-Atome und die Alkenylreste 2 - 22 C- 
Atome aufweisen, die nicht unterbrochen oder durch eine Carbonyloxy- oder Oxycarbonyl- 
gruppe unterbrochen sind, 
wobei die in eckige Klammem gesetzten Wiederholungseinhetten statistisch und/oder in Bldcken «m 
Poiymeren verteilt sind und wobei sowohl die mit x als auch die mit y gekennzeichneten Wi^erho- 
iungseinheiten identisch oder unterschiedlich sind und wobei die Aminosauren «- und/oder 0-verknGpft 
sind, enthatten. 



Ultraschall-Kontrastmittel nach Anspruch 1. worin in Formel I. 
R NH-R 2 bedeutet und 
m 2 ist und 

ri H. Aryl, Aralkyl. AlkyI oder Cs-Cc-Cycloalkyi bedeutet wobei die Alkylreste 1 
aufweisen. 

Ultraschail-Kontrastmittel nach Anspruch 1. worin in Forme! I. 
R O-R 1 bedeutet und 

R* Aryl. Aralkyl, AlkyI oder Cs-Ce-Cycloalkyl bedeutet wobel die Alkylreste 1 
aufweisen.. 



22 C-Atome 



22 C-Atome 



Ultraschail-Kontrastmittel nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gek ennzetc hmft 
dafl die Mikropartikel als Gas. Luft Stickstoff. Edelgase. Wasserstoff. Kohlendioxld. Saueretoff oder 
Mischungen dieser Gase enthatten. 

Verfahren zur Herstellung eines Ultraschall-Kontrastmittels nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet 

a) dafl man eine Losung eines oder mehrerer Polyaminodicarbons§ure-co-imid-Derivate der Formel I 
oder eine Losung dieses oder dieser Derivate. die zusStzlich ein oder mehrere weitere Polymere 
und/oder physiologisch unbedenklichen Hilfsstoffe enMIt sprQhtrocknet oder dafl man 

b) ein oder mehrere PoIyaminodicarbonsaureKXHmid-Derivate der Formel I in einem LSsungsmitte! 
oder L8sungsmittelgemisch mit hohem Schmelzpunkt I5st oder diese Derivate mit einem oder 
mehreren weiteren Poiymeren und/oder physiologisch unbedenklichen Hilfsstoffen mischt und m 
einem L6sungsrnittelgemisch mit hohem Schmelzpunkt I8st und dann in ein kondensiertes kaltes 
Gas tropft und anschlieflend das Losungsmlttel entfemt oder dafi man 

c) ein oder mehrere PolyaminodicarbonsSure-co-imid-Derivate der Formel I in einem L6sungsmittel 
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Oder LSsungsmittelgemisch I6st und anschlieflend gegebenenfalls nach Zusatz eines weiteren 
L6sungsmittel und/oder eines Oder mehreren weiteren Polymeren ausfSllt oder in Wasser dispergiert 
und die erhaltene Suspension von LSsungsmitteln befre'rt. 

6. Verwendung von Ultraschall-Kontrastmitte! nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 4 zur 
Herstellung von Diagnostika oder Therapeutika. 

7. Verwendung von UitraschalhKontrastmittel nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 4 zur. 
Uritersuchung von Hohlraumen in Menschen, Tieren oder Pflanzen. 

a Verwendung von Ultraschail-Kontrastmittel nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 4 zur 
Diagnose von Herz-Kreislauf-Erkrankungen. 

9. Diagnostikum oder Therapeutikum. bestehend aus mindestens einem Ultraschail-Kontrastmittel nach 
einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 4 oder mindestens einem nach dem Verfahren 5 
hergestellten Ultraschail-Kontrastmittel. 

10. Verfahren zur Hersteliung eines Diagnostikums oder Therapeutikums gemaB Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB man mindestens ein Ultraschail-Kontrastmittel gemaB einem oder mehreren der 
AnsprQche 1 bis 4 mrt einen physioiogischen Trager und gegebenenfalls weiteren Zusatz- und/oder 
Hilfsstoffen in eine geeignete Darreichungsform bringt 

PatentansprUche fUr folgenden Vertragsstaat ES 

as 1. Verfahren zur Herstellung eines Ultraschall-Kontrastmittels, bestehend aus Mikropartikeln, welche ein 
*" Gas und ein Polyaminodicarbonsaure-co-imid-Derivat def Formel I, 
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16 



20 



30 




COOH 



<CH 2 ) n 

^•COOH 



50 



55 



in der 

n 1 oder 2 

x 1 bis 500 

y 1 bis 500 ist, wobei 

x + y 2 bis 1000 ist und 

R OR 1 oder NH-R 2 bedeutet worin 

R 2 H, (CHaV-O* 1 . (CH2) m -CHHOhRi oder (CH 2 )nH>C(0)-OR' bedeutet und 

m 2 bis 6 ist und 

R i h, Aryl. Aralkyl, Arylalkenyl. Alkyl oder Ca-Cs-Cycloalkyl oder ein biologisch inaktiver 

Steroidalkohol oder eine AminosSure bedeutet wobei Aryl unsubstituiert ist oder substitu- 
iert ist mlt Ci-C*-A!kyl. C2-C*-AIkenyl. Ci-C*-AJky»carbonytoxy, Ci-C*-Alkoxycarbonyl, Ci- 
Ci-Alkoxy oder Hydroxy . 
wobei die fQr R 1 genannten Alkylreste 1 - 22 C-Atome und die Alkenylreste 2 - 22 C- 
Atome aufweisen, die nicht unterbrochen oder durch eine Carbonyloxy- oder Oxycarbonyl- 
gruppe unterbrochen sind, 
wobei die in eckige Klammem gesetzten Wiederholungseinheiten statistisch und/oder in BI5cken im 
Polymeren verteilt sind und wobei sowohl die m!t x als auch die mit y gekennzeichneten Wiederho- 
lungseinheiten identisch oder unterschiedlich sind und wobei die AminosSuren «- und/oder 0-verfcnQptt 
sind, enthalten, dadurch gekennzeichnet. dafl man 

a) eine Losung eines oder mehrerer Polyaminodicarbons§ure-co-imid-Derfvate der Formel I oder 
eine Losung dieses oder dieser Derivate, die zusStzlich ein oder mehrere wetter* Polymere 
und/oder physiologisch unbedenkiichen Hilfsstoffe enth&lt sprQhtrocknet, oder dafl man 
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b) ein Oder mehrere PolyamincxJicarbonsaure-co-imid-Derivate der Formel 1 in einem LSsungsmittel 
Oder Losungsmittelgemisch mlt hohem Schmelzpunkt lost oder diese Derivate mit einem oder 
mehreren weiteren Polymeren und/oder physiologisch unbedenklichen Hilfsstoffen mischt und in 
einem LSsungsmittel oder Losungsmittelgemisch mit hohem Schmelzpunkt lost und dann in em 
kondensiertes kaltes Gas tropft und anschliefiend das Losungsmittel entfemt oder daB man 

c) ein oder mehrere PolyaminodicarbonsSure-ccHmid-Derivate der Formel I in einem L6sungsmittel 
oder Losungsmittelgemisch I6st und anschlieBend gegebenenfalls nach Zusatz eines weiteren 
LBsungsmittels und/oder eines oder mehreren weiteren Polymeren ausfallt oder in Wasser disper- •« 
giert und die erhaltene Suspension von Lfisungsmitteln befreit 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dafi man Verbindungen der Formel I, worm 
R NH-R 2 bedeutet und 
m 2 ist und • 
Ri H. Aryl, Aralkyl, Alkyl oder Cs-Cs-Cycloalkyl bedeutet wobei die Alkylreste 1 - 22 C-Atome 

1S aufweisen, herstellt 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet daB man Verbindungen der Formel I. 
worin 

r OR 1 bedeutet und ~ a 

ri Aryl. Aralkyl. Alkyl oder Cs-Cs-Cydoalkyi bedeutet wobei die Alkylreste 1-22 C-Atome 

aufweisen, herstellt 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet dafl man 
Mikropartikel herstellt, die als Gas, Luft Stickstoff. Edelgase. Wasserstoff. Kohlendioxid. Sauerstoff oder 

25 Mischungen dieser Gase enthalten. 

5. Verwendung von Ultraschall-Kontrastmltteln, erhalten nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 
4, zur Herstellung von Diagnostika oder Therapeutika. 

30 6. Verwendung von UltraschalhKontrastmitteln, erhalten nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 
4, zur Herstellung von Diagnostika zur Untersuchung von Hohlraumen in Menschen, Tieren oder 
Pfianzen. 

7. Verwendung von Ultraschall-Konstrastmitteln nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 4 zur 
35 Herstellung von Diagnostika zur Diagnose von Herz-Kreislauf-Erkrankungen. 

a. Verfahren zur Herstellung eines Diagnostikums oder Therapeutikums, dadurch gekennzeichnet daB 
man mindestens ein UltraschalJ-Kontrastmrtel erhalten nach einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 
4 mit einem physiologischen Trfiger und gegebenenfalls weiteren Zusatz- und/oder Hilfsstoffen in eine 
40 geeignete Darreichungsf or m bringt 
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